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La presente invention est relative a des anticorps dirigcs contrc 
I'inhibiteur de Turacile-ADN-glycosylase, et a leurs applications pour la deconlaniina- 
lion des reactions d'amplification des acides jiucleiqucs. 

Les methodes d'amplification des acides nuclciques comme la 
5 reaction de polymerisation en chaine (PGR) sont courammenl ulilisces dans de 
nombrcux domaincs, pour la detection d'acides nucleiqucs dans des ccliantillons 
d'origine diverse ou la preparation d'acides nucl6iqucs. Toutefois, du fait de la sensi- 
bilite de ces methodes qui penmettcnt d'amplifier des quantiles infimes d*acide 
nuclcique cible, les reactions d'amplifications sont susceptiblcs d'etre contaminees par 
10 dc Tacide nuclcique gcner6 au cours de prccedentes reactions d'amplification, present 
dans les reactifs, le materiel ou Tenvironnement de travail. Get acide nuclcique conta- 
minant, qui est amplifie au cours des reactions de PGR ulterieures, est a I'origine de 
resultats faussement positifs. 

Afm d'inactiver cet acidc nuclcique contaminant, i) a ete propose 
15 d'incorporer dans les sequences amplifiees, des nucleotides dcsoxyuridine 
triphosphate (dUTP) a la place des nucleotides desoxythymidine triphosphate (dTTP). 
L'ADN contaminant, qui contient de la desoxyuridine, est ensuite elimine spccifiquc- 
ment par I'enzyme uracile-ADN-glycosylase (UDG pour Uracil'DNA-Glycosylase ou 
UNO pour Uracil-N-Glycosylase) qui clive le residu uracile, generant ainsi des sites 
20 apyrimidiques qui bloquent ramplification de TADN contaminant. De manierc plus 
precise, prcalablement a la reaction d'amplification, Tcchantillon est traite par I'UDG 
de fa9on a eliminer TADN contaminant, puis I'UDG est ensuite inactiv6e par la 
chalcur, de fa^on a cvitcr la destruction dc I'ADN nouvellement amplifie (Brevet 
americain US5418149 au nom dc HOFFMANN-LA ROGHE INC ; Brevet americain 
25 US5035996 et Brevets europeens EP0401037et EP0415755, au nom de IJFE 
TECHNOLOGIES INC). 

Toutefois, il a etc montre que le traitement par la chalcur induit une 
inactivation partielle de TUDG qui conduit a la destruction des molecules d*ADN 
. nouvellement synthetisccs. En effet, I'UDG est inactivee au cours dc la reaction 
30 d'amplification qui est cffcctuec a des temperatures elevces mais unc activitc uracile- 
ADN-glycosylasc, suffisantc pour degradcr I'ADN nouvellement amplifie, est deteclcc 
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a la fin dc la reaction d'amplification,, lorsquc les echantillons sont places a tempera- 
ture ambiante ou a une lempera(ure inferieure (environ H- 4<'C a + 25°C). 

Pour inhiber I'activife UDG residuellc prdsentc a la fin de la reac- 
tion PGR, il a ete propose d'utiliser, soit une UDG themiolabile (Demande Intematio- 
5 nale PCT WO920I814 au nom de CETUS CORPORATION), soit un inhibiteur de 
I'UDG (Ugi pour Uracil-DNA-glycosylase inhibitor ; Thornton et al.. Biotechniques, 
1992, 13:180-184, Brevet americain US5536649 au nom de BECTON, DICKINSON 
AND COMPANY). 

Toutefois, I'utilisation de I'Ugi est lourde a mettre en oeuvre dans la 
10 mesure ou I'addition de cet inhibiteur, soil a la fin de I'etape de decontamination par 
I'UDG, soit a la fin de la reacfion d'amplification, implique des manipulations supple- 
mentaires des dispositifs (tubes, plaques) contenant les melanges r6actionnels. 

En consequence, les Inventeurs se sont donne pour but de mcttre au 
point une m6thode de decontamination des reactions d'amplification des acides 
15 nucleiques qui soit efficace et simple a mettre en oeuvre et qui r6ponde ainsi mieux 
aux besoins de la pratique que les precedes de I'Art ant6rieur. 

Les Inventeurs ont pr6par6 des anticorps anti-Ugi et ils ont montre 
que I'utilisation de complexes Ugi/anticorps anli-Ugi, a la place de I'Ugi, permetlait 
avantageusement de realiser la decontamination et Pamplification de I'ADN, sans 
20 manipulation supplementaire ; le melange reaclionnel de depart contenant outre 
I'echantillon contenant les acides nucleiques 5 amplifier, et les reactifs indispensablcs 
a I'amplification de ces acides nucleiques, I'UDG et I'Ugi inactive, sous forme de 
complexes reversibles Ugi/anticorps anti-Ugi. 

En consequence, la pi-esente invention a pour objet un anticorps ou • 
25 un fi-agment fonctionnel d'un anticorps comprenant au moins les domaines variables 
des chaines lourdcs et legercs, caracterise cn cc qu'il sc lie spccifiquement a I'inhibi- 
tcur de I'uracil-ADN-glycosylase (Ugi) de sequence GENBANK P14739 et en cc qu'il 
inhibc la liaison entre I'uracil-ADN-glycosylase (UDG) et son inhibiteur, I'Ugi. 

L'anticoiiis et le fragment d'anticorps anti-Ugi selon la pr^sente 
30 invention sont des antagonistes de I'Ugi possedani les proprieles suivantes : 

- ils sc licnt spccifiquement a I'Ugi et po.ssedent une forte affinite 

pour I'Ugi, et 
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- ils soul capables crinhibcr la liaison cnire TUDG et I'Ugi. 
Ces proprietes pcuvcnt etre vcrifiees par des tests classiqucs 
pcrmettant d'evalucr Tactivile de liaison d'un anlicorps a une proteine ou a un peptide 
ou rinliibilion dc ccttc activite, notamment par des tests ELISA directs ou en conipc- 
5 tition. Par exemple, le titre en ELISA des anticorps polyclonaux anti-Ugi, vis-a-vis de 
rUgi recombinante purifiee, est eleve (plus de l/JO^). 

Confonnement a rinvcntion, ledit anticorps est un anticoips mono- 
clonal ou un anticoqxs polyclonal et ledit fragment d'anticorps est un Fab, un Fv ou un 
scFv. 

10 L'anticorps ou le fragnnent d'anticorps scion invention sonl prepa- 

res par les techniques classiqucs connues dc THomme du metier, telles que celles 
decrites dans Antibodies : A Laboratory Manual, E, Howell and D Lane, Cold Spring 
Harbor Laboraloiy, 1988, 

Dc maniere plus precise : 

15 - rinhibitcur de ruracile-ADNgiycosylase est produit dans E.co/i a 

partir d'un vccteur d'expression approprie, puis il est purifie, comme decrit dans Wang 
et aL (Genetics, 1991, 99, 31-37), les fragments peptidiques de TUgi sont produits par 
les techniques classiqucs dc synthese peptidiquc ou d'expression d'ADN recombinant. 

- les anticorps polyclonaux sont prepares par immunisation d'un 
20 animal approprie avec Tinhibiteur de Turacile-ADN-glycosylase ou I'un de ses frag- 
ments, 6ventuellement couple a la K.LH ou a Talbumine ct/ou associc a un adjuvant 
approprie tel que Tadjuvant de Freund (complet ou incomplet) ou Thydroxydc 
d'alumine ; apres obtention d'un titre en anticorps satisfaisant, les anticoips sont rc- 
colt6s par prelevement du serum des animaux immunises et enrichis en IgG par prcci- 

25 pitation, selon les techniques classiqucs, puis Ics IgG specifiques de TUgi sont even- 
tuellement purifi6es par chromatographic d'affmite sur une colonne appropricc sur 
laquelle est fixec TUgi ou Tun de ses fragments, de fa9on a obtenir unc preparation 
d'IgG monospecifiques. 

- les anticorps monoctonaux sont produits a partir d'hybridomes 
30 obtenus par fusion de lymphocytes B d'un animal immunise avcc des myeloincs, scion 

la technique de Kohlcr et Milstein (Nature, 1975, 256, 495-497) ; les hybridi^mes so!U 
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cultiv6s in vitro, notamment clans dcs fennentcurs ou produits /« vivo, sous fontie 
d'ascite. 

- Ics fragments d'anticorps sont produits a partir des regions Vh et 
Vl cIon6es. a partir dcs ARNm d'hybridomcs ou de lymphocytes spJeniqucs d'un 
5 aninnal immunise ; par excmple, les fragments Fv. scFv ou Fab sont exprimes a la 
surface de phages filamentcux selon la technique de Winter et Milstein (Nature, 199], 
349, 293-299) ; apres plusieurs etapes de selection, les phages qui exprimcnt les 
fragments d'anticorps specifiques de I'antigene sont isoles et les ADNc correspondant 
auxdits fragments sont exprim6s dans un systeme d'expression approprie. par les 
1 0 techniques classiques de clonage et d'expression d'ADN recombinant. 

Les anticorps monoclonaux et polyclonaux ou leurs fragments tels 
que definis ci-dessus, sont purif,6s par les techniques classiques connues de I'Homme 
du metier, notamment par chromatographic d'affinite. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit anticorps, il s'agit 
d'un anticorps polyclonal obtenu par immunisation d'un animal avec une preparation 
d'inhibiteur de I'uracile-ADN-glycosylase recombinant. 

La presente invention a egalement pour objet, I'utilisation d'un 
anticorps anti-Ugi tel que defini ci-dessus, comme antagonists de la liaison entre I'Ugi 
et I'UDG. 

Selon un mode de realisation avantageux de 1 'invention, lesdits anti- 
corps sont utilises pour decontaminer les reactions d'amplification d'acides nucleiques, 
notamment les reactions de polymerisation en chaine (PGR). 

La presente invention a en outre pour objet. un procedc 
d'amplification d'acides nucl6iques decontaminds, comprenant les etapes suivantes : 

a) incubation d'un melange r6actionnel contenant : un 6chantilIon 
d'acides nucleiques a amplifier, les reactifs ndcessaires a son amplification incluant 
des nucleotides desoxyuridinc triphosphate (dUTP), de I'uracilc-ADN-giycosylase 
(UDG), de I'inhibiteur de I'uracile-ADN-glycosylase (Ugi), et un anticorps anti-Ugi, a 
une temperature comprise cnlre 25°C et 600C, de prdftrence a 37°C, pendant un lemps 
suffisant pour permettre la dcgJycosylation des acides nucleiques contenant de la 
desoxyuridinc, ct 
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b) incubation dudit melange a unc temperature comprise entrc 60°C 
et 98''C, de preference entrc et 98''C, pendant un temps suffisant pour peimettrc 
la denaturation de Tanticoips anti-Ugi et la liberation dc TUgi, et 

c) amplification de TADN dans des conditions appropriees. 
5 Conformdmcnt a Tinvention : 

- ledit melange rcactionnel de l*etape a) cpmprend Tdchantillon 
tfacides nucleiques a amplifier (ADN ou ADNc), des nucleotides dATP, dCTP, dGTP 
dUTP, des amorces oligonucleotidiques, des ions Ivrg2**" et une polymdrase a ADN, 
dans un tampon approprie, 
10 - la duree de T incubation a I'etape a) varie en fonction de la quantite 

d'ADN contaminant (ADN contenant de la desoxyuridine) a degrader par Turacil- 
ADN-glycosylasc et peul etre deteiTninee expcrimentalement ; elle est generalement 
de moins d'une heure, de preference de 30 s a 30 min, de maniere preferee de 5 min a 
10 min. 

15 - la duree de Tincubation a Tetape b) est generalement de moins 

d'une heure, de preference de 30s a 30 min, de maniere preferee de 5 min a 1 0 min. 

Le procede selon Tinvenlion qui comprend la digestion de TADN 
contaminant par TUDG (etape a) puis la liberation de TUgi (etapc b) a partir d'un 
melange reactionnel de depart, pennct de decontaminer TADN sans detruire TADN 

20 nouvellement synthetise et n'implique pas d'etape supplemcntaire d'addition de TUgi, 
soil a la fin de I'etapc de decontamination, soit a la fin de la reaction d'amplification. 
De maniere plus precise : 

- a I'etape a), TUDG active detruit les acides nucl6iqucs contami- 
nants contenant du dUTP alors que TUgi est inactive sous forme de complexes rever- 

25 sibles, Ugi/anticorps anti-Ugi, 

" a l^etape b), la chaleur inactive PUDG, dissocie les complexes 
Ugi-anticorps et denature les anticoips de fapon irreversible, alors que TUgi est libere, 

- a r6tape c), TUgi se lie a TUDG sous forme de complexes UDG- 
Ugi et inhibe TactiviLe de TUDG au cours des ctapes ulterieures d'amplification de 

30 I'ADN. 

Au sens de la prcscnte invention, on entend par complexc Ugi- 
anticoq^s anli-lJgi reversible, un complexe stable en presence d'UDG mais qui est 
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dissocic par 1 'action de la chalcur qui denature de fa9on irrevo^ible les anticoips anti- 
Ugi.. 

La pr6sentc invention a en outre pour objct un kit de decontamina- 
tion des reactions d'amplification d'acides nucleiqucs, caracterise en ce qu'il comprend 
au moins un anticorps ou un fragment d'anticorps selon la presente invention, de 
preference sous la forme de complexes reversibles Ugi-anticorps ou Ugi-fragment 
d'anticorps. 

Outre les dispositions qui precedent, I 'invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre. qui se refere a 
des exemples de preparation des anticorps anti-Ugi objet de la presente invention, et 
de la mise en ceuvre de ces anticorps pour la decontamination des ructions 
d-amplification d'acides nucl6iques. ainsi que des dessins annexes dans lesquels : 

- la figure 1 illustre la mise au point de la concentration en UDG 
dans le melange reactionnel ; un large excds d'ADN contaminam (100 ng) contenant 
du dUTP ou du dTTP (controle) est dig6r6 pendant une hcure h 37°C dans un melange 
reactionnel contenant de I'UDG diluee au 1/25 ou au 1/50, correspondant aux 
concentrations finales de respectivement 0,04 U/^L et 0,02 U/jxL. A : ADN dUTP B • 
ADN dUTP + UDG 1/25. C : ADN dUTP + UDG 1/50. D : marqueur de poids mole- 
culaire. E : ADN dTTP. F : ADN dTTP + UDG 1/25. G : ADN dTTP + UDG 1/50. 

- la figure 2 illustre la mise au point dc la duree de la digestion de 
TADN contaminant par I'UDG ; un large exces d'ADN contaminant (100 ng) conte- 
nant du dUTP a ete dig6r6 pendant 30 min (A et B) ou une heure (D et E) h 37°C dans 
un melange reactionnel sans UDG (B el E) ou contenant de I'UDG dilu6 au 1/25 (0,04 
U/^L : A et D). 

- la figure 3 illustre la mise au point de la concentration en Ugi 
pcmicttant d'inhiber la digestion de PADN contaminant par I'UDG ; un large execs 
d'ADN contaminant (1 00 ng) contenant du dUTP a ete dig6re pendant 60 min a 37-C 
en presence d'UDG dilue au 1/25 ou au 1/50 ct d'Ugi dilu<S au 1/20000 ou au 1/30000 
(C, D, E, G, H, I), ou bien pendant 90 min h en presence d'UDG dilue au 1/50 
ct d'Ugi dilue au 1/20000 ou au 1/30000 (K, L, M) . A : ADN dUTP. B, F et J : 
marqueur de poids mol6cuIaire. C : ADN dUTP + UDG 1/25. G et K : ADN dUTP + 
UDG 1/50. D : ADN dUTP H- UDG 1/25 i- Ugi 1/20000. E : ADN dUTP -i- UDG 1/25 
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+ Ugi 1/30000. 11 et L : ADN dUTP -i- UDG 1/50 Ugi 1/20000. ! et M : ADN dUTP 
+ UDG 1/50 + Ugi 1/30000. 

- la figure 4 iilustre la mise au point de la concentralion en serum 
immun anti-Ugi (l.S.) perinettant d'antagoniser Peffct inhibiteur de TUgi sur la 

5 digestion de I'ADN contaminant par PUDG; le scrum pre-immun (P.l,) est utilise 
comme controle. L'ADN de 460 pb amplific en presence de dUTP (ADN-dUTP) a etc 
digere pendant 90 min a 37*^0, en presence d'UDG diluec au 1/50, d'Ugi diiue au 
1/20000 ou au 1/30000, et de serum immun anti-Ugi dilue au 1/100 ou de serum pre- 
immun dilue au 1/100. A : marqueur de poids moleculairc. B : ADN-dUTP + UDG 

10 1/50. C : ADN-dUTP + UDG 1/50 + Ugi 1/20000 + P.I. 1/100. D : ADN-dUTP i 
UDG 1/50 + Ugi 1/30000 4- P.I. 1/100. E : ADN-dUTP + UDG 1/50 + Ugi 1/20000 +■ 
LS. I/IOO. F : ADN-dUTP + UDG 1/50 ^ Ugi 1/30000 + l.S. l/IOO. 

- la figure 5 iilustre la mise au point des conditions de dcnaturation 
des anticorps anti-Ugi ; deux series identiques de TADN de 460 pb amplifie en 

15 presence do dUTP (ADN-dUTP) sent mises en presence d'UDG diluee au 1/35, d'Ugi 
dilue au 1/20000 ou au 1/30000, et de serum immun anti-Ugi dilue au 1/100 ou de 
serum pre-immun dilue au 1/100. Prealablement a I'etape dc digestion de 60 minutes a 
37X, Tune des deux series est pre-incubec lO min a 90''C (J, K, L, N et O). A : 
ADN-dUTP. B : ADN-dUTP + UDG 1/35. C : marqueur de poids moleculaire. D et 

20 J : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 1/20000. E et K : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 
1/20000 + P.I. 1/100. F et L : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 1/20000 + LS. 1/100. G 
et M : ADN-dUTP + UDG 1/35 ^- Ugi 1/30000. H et N : ADN-dUTP + UDG 1/35 + 
Ugi i/30000 + P.I. 1/100. 1 et O : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 1/30000 + l.S, 
1/100. 

25 - la figure 6 iilustre ramplification PGR de TADN matriciel dans les 

conditions de decontamination etablies a Texemplc 2 ; I'ADN contaminant (ADN- 
dUTP) est melange avec PADN plasmidique matriciel (ADN contenant du dTTP), 
I'UDG 1/35, cn association ou non avec TUgi (1/20000 ou 1/30000) et avec le scrum 
immun anti-Ugi (l.S.) ou le serum preimmun (P. I., controle), et amplifie dans les 

30 conditions lellcs que detniies a Texemple 2. A : marqueur de poids moleculairc. B : 
ADN-dUTP. C: ADN-dUTP + UDG 1/35. D: ADN-dUTP + UDG 1/35 i Ugi 
1/20000. E : ADN-dUTP n UDG 1/35 + Ugi 1/20000 -h PJ. I/IOO. F : ADN-dUTP i 
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UDG 1/35 I- Ugi 1/20000 -i LS. 1/100. G : ADN-dUTP + UDG 1/35 Ugi 1/30000. 
H : ADN-dUTP + UDG 1/35 + Ugi 1/30000 + P.I. 1/100. 1 : ADN-dUTP + UDG 1/35 
4- Ugi 1/30000 -i P.I. I/IOO. Panneau superieur : incubation 60 minutes a 37^C. 
Panneau infcrieur : incubation 60 minutes a 37°C ct amplification PCR dans les 
5 conditions tclles que definies a I'exemple 2. 

EXEMPLE 1 : Preparation et caracterisation d'anticorps polyclonaux dirigcs 
centre I 'Ugi 

1) Preparation d'Ugi recombinantc (rlJgi) 

Des oligonucleotides chevauchant r^resentant la sequence codante 

10 complete de TUgi (Wang et Mosbaugh, J, Biol. Chem., 1989, 264, 1163-) onl ete 
hybrides par leur sequence complementaire, puis allonges et amplifies par reaction de 
polymerisation cn chaine (PCR). Le produit d'amplification obtenu a ete digdre par 
des enzymes de restriction appropriees, clone dans le vecteur pUC18 (PHARMACIA) 
puis la conformite dc la sequence inserce dans le plasmide recombinant a e\6 verifiee 

15 par sequenq:age automatique. Un fragment du plasmide pUC18 recombinant 
correspondant a la sequence codant pour PUgi a ensuite ete clone dans le vecteur 
d 'expression pQESOL (QIAGEN). La souche DH5a d"E. coli a ete transformee par le 
vecteur d'expression recombinant ainsi oblenu et la proteinc Ugi recombinantc 
produite par Ics bacteries transformees a ete purifi6e sur un support Ni-NTA agarose, 

20 selon les recommandations du fabricanl (QIAGEN). De manierc plus precise, TUgi 
recombinantc rctenue sur Ic support NiNTA a etc eluee en presence de 100 mM ou 
250 mM d'imida/ole puis Timidazole present a ete elimine par ultra-filtration. 

L^analysc de la preparation de proteine obtenue par electrophoresc en 
gel dc polyacrylamide en conditions denaturantes puis coloration au bleu dc 

25 Coomassie, montrc que le protocole employe permet de purifier la proteinc Ugi avec 
une homogeneite tres satisfaisante et un rendement moyen dc 10 mg de proteinc par 
litic de culture. 

2) Preparation d'un serum immun polyclonal anti-rUgi 

2. 1 ) Couplag e de la rUgi a la KLH 
30 La proteinc Ugi recombinantc purifiee (rUgi) preparee selon le 

protocole decriJ au paragraphe precedent a etc couplee a la KLH (Keyhole Limpet 
Hemocyanin, PIERCE), a Taide dc glutaraldehyde (SIGMA), en suivant le protocole 
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de couplagc dtrcrit dans Habceb ct Hiramolo el al.(Arch. Biochcm. Biophys,, 1998, 
126, 6-). Altcmativemenl, la proteine TJgi recombinante est celle disponible chcz un 
fournisseiir commc NEW ENGLAND BIOLABS (reference M0281). La rUgi 
couplee a la KLII a ensuitc ete purifiec ct le rapport moleculaire rUgi/KLH a ete 
5 calculc, scion le prolocolc decrit dans Briand et aL, Immunol. Methods, 1985, 93, 9-). 
La preparation de rUGi est cstimee a environ 500 molecules de rUgi par molecule de 
KLH. 

2.2) Immunisation de lapins . 

Dcs lapins ont ele immunises avcc la rUgi couplcc a la KLH prepa- 
10 ree selon le protocole decrit au paragraphe precedent. Apres unc premiere injection 
intradermique multipoints dc 0, 1 5 mg par lapin, de proteine coupl6e, emulsionnee en 
adjuvant complet de Frcund, Ics animaux ont re9U deux injections de rappcl a trois 
semaines d'intervalle, de 0,025 mg de proteine couplee, emulsionnee en adjuvant 
incomplet dc Freund. 

15 Pour chaque lapin, un serum pre-immun (P.I.) a cte prepare avant la 

premiere immunisation el un immun-serum (LS.), une scmaine apres la derniere 
immunisation. 

3) Analyse de la rcactivite en ELISA d'un serum polyclonal anti-Ugi 

La reactivite des serums a etc analysee par test ELISA, vis a vis 
20 d'une preparation de proteine recombinante semblable a celle utilisee pour Ics 
immunisations. 

La proteine Ugi recombinante dilu6c au 1/1000 dans du tampon 
phosphate de sodium 0,1 M, pH 7,4 est distribuee a raison dc 100 j.ll (0,1 |.ig) dans les 
puits de plaques ELISA, puis les plaques sont incub6es une nuit a temperature du 

25 laboratoirc. Les plaques sont lavees avec du tampon PBS-Twecn 20 (0,1 %), saturees 
avec du tampon PBS- Fraction V de la serum albumine bovine (BSA : 1 %). Les 
serums a tester (100 |Li]) prealablcment dilues sont ajoutes, puis Ics plaques sont incu- 
bees 1 h a 37° C. Apres 3 lavages, le conjugue anti-IgG dc lapin marque a la pcroxy- 
dase est ajoute a la dilution recommandce par Ic fabricant puis Ics plaques sont 

30 incubees I h a 37 "C. Apres 4 lavages, le chromogene (ortho-phenylejie-diamine, 
OPD) el le substrat (H2O2. 1 10 volumes) sont ajoutcs et les plaques scat incubees 20 
min a temperature ambiante, a Pabri de la lumicrc. La reaction est ensuitc arretee par 
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addition d^acide sulfurique (H2SO4. 12.5 %) puis I'absorijance a 492 nm est mesurte a 
I'aided'un lecteur automatique. 

Les resultats des tests ELISA demontrent que la preparation de 
prot6ine Ugi recombinante est immunogene chez I'aniraal et que le titre des s6rums 
5 immuns est eleve (plus de 1 /1 0^. 

EXEMPLE 2 : Misc au point des conditions de la decontamination en presence 
de complexes Ugi-anticorps anti-Ugi. 
1) Materiel et mdthode 

a) amorces/ma trice ADN 

Les amorces CytTo5' (atggtgaaggccgtcgccgtc, SEQ ID NO : 1) et 
CytTo3' (ttaaccctggaggccaataat, SEQ ID NO : 2) sont utilisees pour amplifier un 
fragment de 460 pb correspondant a I'ADNc codant pour la SOD cytosolique a 
cuivre-zinc de tomate (GENBANK X1040 el Perl-Treves, R. et ah. Plant Mol. Biol., 
1988. 1 1, 609-623), a partir d'un plasmide recombinant contenant ledit ADNc, utilise 
5 comme matrice pour la reaction d'amplification en chame (PGR). 

b) reaction d'amplificati on fPCR^ 

Lc melange r&ctionnel contient dans un volume dc 50 |al de 
tampon PGR : matrice ADN (25 ng), amorces (0.2 pM), MgCl^ (1 ,5 mM), chacun des 
dNTP (200 ^iM) sous forme d'un melange incluant du dTTP (controle) ou du dUTP, et 
20 I'ADN polymerase (Taq, 2,5 Ul). 

L'amplification est realisee dans les conditions suivantes : une ctape 
initiale de ddnaturation a 95<'C pendant 5 min est suivic dc 30 cycles comprenant : une 
etape de ddnaturation a 94°C pendant 40 sec, une ctape d'hybridation a 58°C pendant 
40 sec puis une ctape d'elongation a 720C pendant 50 sec, puis d'une etape finale 
25 d'elongation a 72°G pendant 10 min. Les produits d'amplification obtenus sont 
conserves a + 4°C avant d'etre analyses par electrophorese en gel d'agarosc (l,2o/„ en 
tampon TAE), en presence de bromure d'ethidium. 
c) autres reactif'j 

- -AD.N CQntamjnanI 

L'ADN contaminant est conslitue par un produif d'amplification 
comme ci-dessus, obtenu en presence dc dUTP ; il est utilise en large exces ( 1 00 ng), 
afin de pouvoir ctre visualise sur un gel d'agarose colore au bromure d'clhidium! 
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L'ADN amplifie de fa9on similaire, mais cn presence de dTTP au lieu de dUTP, est 

utilise comme controle de la specificite de la decontamination. 

-UDG 

L'UDG (LIFE TECHNOLOGIES ; 1 UI/nl) est utilisee aux dilu- 
5 tions 1/25, 1/35 et 1/50 correspondant respectivement aiix concentrations finales 
suivantes : 0,04 U/|aL, 0,028 U/fiL et 0,02 U/|aL. 
r,rUgi 

La rUgi pr^paree comme d6crit ^ Texemple 1 (1,1 mg/ml), est 
utilisee aux dilutions 1/20000, 1/30000 correspondant respectivement aux 
10 concentrations finales suivantes : 55 ng/ml et 36 ng/ml 
- anUcprps, 

Le serum immun anti-Ugi et le serum preimmun servant de controle, 
prepares comme decrit a Texemple 1, sont utilises au 1/100. 

2) Determination de la concentratton en UDG et de la duree de digestion de 
1 5 r ADN contaminant par PUDG 

Apres avoir verifie que I'ADN de 460 pb etait amplifi6 de fa9on 
similaire, en presence de dTTP ou de dUTP, les produits d'araplification ainsi obtenus 
denommes (ADN-dTTP et ADN-dUTP ; 100 ng) ont 6t6 dig6res pendant une heure a 
37®C, en presence d'UDG diluee au 1/25 ou au 1/50 (figure 1), ou bien pendant 30 
20 min ou une heure a 37X, en en presence d'UDG diluee au 1/25 (figure 2). 

Les figures 1 et 2 montrent qu'un large exc6s d'ADN contaminant 
(100 ng), est dig6r6 de fa9on complete et specifique, par une incubation d'une heure a 
ST'^C, en presence d'UDG dilu6e au 1/25 (0,04 U/^iL). 

3) Determination de la concentration en Ugi permettant d'inhiber la digestion de 
25 I'ADN contaminant par I'UDG 

L' ADN de 460 pb amplifie en presence de dUTP (ADN-dUTP) a etc 
digere pendant 60 min a 37^C, en presence d'UDG diluee au 1/25 ou au 1/50 et d'Ugi 
dilue au 1/20000 ou au 1/30000, ou bien pendant 90 min a 37°C, en presence d'UDG 
diluee au 1/50 et d'Ugi dilue au 1/20000 ou au 1/30000 (figure 3). 
30 ' La figure 3 mbntie qu'^ la concentration la plus forte d'UDG, 

I'activite de I'UDG peut-6tre inhibee par I'Ugi au 1/20000 mais pas au 1/30000. En 
revanche, k la concentration la plus faible d'UDG, I'activitd de I'UDG est inliib^e 
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aussi bien par I'Ugi au 1/20000 qu'au 1/30000. 

4) Determination de la concentration en serum immun anti-Ugi permcttant 
d'antagoniser I'effet Inhiblteur de I'Ugi snr la digestion de PADN conlannnant 
par I'UDG 

5 L'ADN de 460 pb amplifie en presence de dUTP (ADN-dUTP) a 6l6 

digere pendant 90 min a 37^C, en presence d'UDG dilu6c au 1/50. d'Ugi dalue au 
1/20000 ou au 1/30000, et de serun, immun anti-Ugi dilue au I/IOO ou de .erum pre- 
nnmun dilue au l/IOO. 

La figure 4 montre qu'aux deux concentrations d'Ugi testecs le 
10 serum anti-Ugi est capable d'antagoniser I'effet inhibiteur de I'Ugi sur I'UDG 
permettant ainsi a I'UDG de digerer completement I'ADN contaminant. 
5) Determination des conditions de denaturation dcs anticorps anti-Ugi 

L'ADN de 460 pb amplifie cn presence de dUTP (ADN-dUTP) est 
pr6-incube ou non pendant 10 minules a 900C. en presence d'UDG dilute au 1/35 
d'Ugi dilue au 1/20000 ou au 1/30000, et de s^rum immun anti-Ugi dilue au 1/100 ou' 
de ser^m pre-immun dilue au 1/100, puis les differents melanges sent digeres pendant 
60 min a 37°C. 

La figure 5 montre que dans ces conditions que : 

- I'ADN contaminant (ADN-dUTP) est bien digere par I'UDG (piste 
20 B), * 

- les deux dilutions d'Ugi inhibent bien la digestion dc I'ADN par 
I'UDG (pistes D et G) et que cette inhibition est antagonisee par ie sen,m immun anti- 
Ugi (pistes F et I), 

- aprcs un traitement de 10 minutes a 90°C, I'Ugi reste active car cllc 
25 mhibe toujour^ I'UDG (pistes J et M) et protege done I'ADN contaminant de la diges- 

tion par I'UDG, 

- apres cc meme traitement I'anticoips a dtc denature el il est alors 
incapable d'antagoniser I'effet inhibiteur dc I'Ugi (pistes L et O), 

- apres ce meme traitement, I'Ugi ainsi lib6re devicnt alors capable 
30 d'mhibcr I'UDG et empechc la degradation de I'ADN-dUTP. 

6) Amplification d'ADN decontamin^s dans les conditions de decontamination 
ainsi deterniiiices. 
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L'AD'N contaminant (ADN-dUTP) est melange avec I'ADN plasmi- 
dique matriciel, TUDG (1/35), en association ou non avec PUgi ( 1/20000 ou 1/30000) 
cl le serum immun anti-Ugi (I.S., 1/100) ou le serum preimmun (P.L, conlrolc, l/lOO) 
ct amplifie dans Ics conditions tellcs que definies au paragraphc 1. 
5 La figure 6 niontrc que : 

- apres une incubation dc 60 minutes a TUDG au 1/35 digere 
bien TADN dUTP mais pas TADN matriciel qui contient du dTTP (piste C), 

- les deux dilutions d'Ugi inhibcnt bien TUDG (pistes D el G) et le 
serum pre-immun n'a pas d'effet sur cette inhibition (pistes E ct H), 

10 - Panticorps anti-Ugi antagonise Peffet inhibiteur de PUgi sur 

rUDG, permellant ainsi a PUDG de digerer completemcnt I'ADN contaminant (pistes 
Fetl), 

- les diffcrcnts constituants du melange reactionnel qui permettent de 
dcgrader TADN contaminant a partir d'un melange reactionnel unique, n'interfcrent, 

15 ni avec ramplification dc TADN matriciel aprcs 30 cycles d' amplification, ni avec 
rintegrite du produit d' amplification obtenu (pas de degradation de I'ADN-dUTP 
neo-synthetise). 
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REVENDTCATTOMR 

1°) Anticorps ou fragment fonctionnc] d'anticorps comprcnant au 
moins les domaincs variables des chaines lourdes et legeres. caracterise en ce qu'il se 
lie spccifiquement a Tinhibiteur de l'uraciIe-ADN-g]ycosylase de sequence 
5 GENBANK PI4739 ct en ce qu'il inhibe la liaison cntre l'uraci]e-ADN-gIycosylase et 
ledit inhibiteur. 

2°) Anticorps ou fragment d'anticorps selon la revendication I 
caracterisd en ce qu'il est choisi parmi les anticoq^s monoclonaux, les anticcn^s poly- 
cionaux et les fragments Fab, Fv et scFv. 

^ ^ Anticorps selon la revendication 2, caract6rise en ce qu'il s'agit 

d'un anticorps polyclonal obtenu par immunisation d'un animal avec une preparation 
d'inhibiteur de I'uracilc-ADN-glycosylase recombinant. 

4-) Utilisation d'un anticorps ou d'un fragment d'anticorps selon 
I'unc quelconque des revendications 1 a 3, comme antagoniste de la liaison entrc 
5 1 'uracile- ADN-glycosylase et son inhibiteur. 

5°) Utilisation selon la revendication 4, pour decontaminer les reac- 
tions d'amplification d'acides nucleiques, notammcnt les reactions de polymerisation 
en chamc. 

6°) Procede d'amplification d'acides nucleiques decontamines, 
d caracterise en ce qu'il comprend les Stapes suivantes: 

a) incubation d'un melange rcactionnel contenant : un echantillon 
d'acides nucleiques ^ amplifier, les r6actifs nccessaires a son amplification incluant 
des nucleotides desoxyuridine triphosphate, de I'uracile-ADN-glycosylase de 
I'inhibiteur de I'uracile-ADN-glycosylase. et un anticorps ou un figment d'anticoips 
. anti-mhibitcur de I'uracile-ADN-glycosylase selon I'une quelconque des revendica- 
tions I a 3, a une temperature comprise entre 25"C et 60°C, de preference a 37°C 
pendant un temps suffisant pour pemiettre la deglycosylation des acides nucleiques 
contenant de la desoxyuridine, ct 

b) incubation dudit melange a une temperature comprise entre 60X 
et 980C, de preference entre 90<>C et 98"^ pendant un temps suffisant pour pen^cttre 
la denaturation des anticorps anti-inhibiteur de I'uracile-ADN-glycosylase cl la 
lib«3ration de I'Ugi, ct 
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REVENDJCATiONS 

1''; Anlicorps ou fragment fonctionncl d'anticorps coraprenant au 
moins les doxnaincs variables dcs chaines lourdcs et legeres, caracterise en co qu'il se 
lie spcciflquement a JMnhibiteur de ruracile-ADN-glycosylasc dc sequence SWISS- 
PROT PI 4739 et en ce quMl inhibe la liaison enlre Turacile-ADN-glycosylase et Icdit 
inhibilcur. 

2^) Anticoi-ps ou fragment d'anticorps selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi Ics anticoips nionoclonaux, les anticorps poly- 
clonaux et les fragments Fab, Fv et scFv. 

3**) Anticorps selon la revendication 2, cajacterisc en ce qu'il s*agit 
d'un anticorps polyclonal obtenu par immunisation d'un animal avec une preparation 
d'inhibiteur de Turacile-ADN-glycosylasc recombinant. 

4^) Utilisation d'un anticorps ou d'un fragment d'anticorps scion 
Tune quclconque des re vendi cations 1 a 3, comme antagoniste de la liaison entre 
Turacile-ADN-glycosylase et son inhibiteur. 

5°) Utilisation selon la revendication 4, pour d6contaminer les reac- 
tions d'amplification d'acides nucleiqnes, notamment les reactions de polymerisation 
en chaine. 

6^) Procede d'amplification d'acides nucleiqucs decontamines, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

a) incubation d'un melange reactionnel contenanl : un echantillon 
d'acides nucleiques a amplifier, les reactifs necessaircs a son amplification incluant 
dcs nucleotides desoxyuridine triphosphate, de Turacile-ADN-glycosylase, dc 
I'inhibiteur dc Turacile-ADN-glycosylase, ct un anlicorps ou un fragment d'anticorps 
anti-inhibiteur de Turacile-ADN-glycosylase selon Pune quelconque des rcvcndica- 
tions 1 a 3, a une temperature comprise entre 25**C el eO^'C, de prcf6rcnce a 3TC^ 
pendant un temps suffisant pour pcnnettrc la deglycosylation des acides nucleiques 
contcnant de la desoxyuridine, et 

b) incubation dudit melange a unc temperature comprise entre 6()°C 
ct 98°C\ de preference entre 90°C et 98''C, pendant un temps suffisant pour pcrmcttre 
la denaturation des anticorps anti-inhibiteur dc Turacilc-ADN-glycosylase et la 
liberation de I'Ugi, et 
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c) amplification de I'ADN dans des conditions approprides. 

7°) Procede selon la revendication 6, caracteris^ en ce que Pincuba- 
tion aux 6tapcs a) el b) est rcalisee pendant moins d'une heure, de preference pendant 
30 s i 30 min. de maniere prefer6e pendant 5 min a 1 0 min. 

8°) Procede selon la revendication 6, caracterisee en ce que 
I'anticorps anti-inhibiteur de I'uracile-ADN-glycosylase et I'inhibiteur de I'uracile- 
ADN-glycosylase ferment un complexe reversible. 

9°) Kit de decontamination des reactions d'amplification d'acides 
nucleiques, caracterise en ce qu'il comprend au moins im anticoips ou un fragment 
d'anticorps selon la revendication 1 ou la revendication 2, de preference sous la forme 
de complexe reversible avec I'inhibiteur de I'uracile-ADN-glycosylase. 
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S1422FR1 
SEQUENCE LISTING 



<110> KABERTEK 



<120> Anti corps anti-inhibiteur de V uraci le-ADN-glycosylase et leurs 
applications pour la decontamination des reactions d' amplification des acides 
nucl eiques 



<130> S1422FR1 

<160> 2 

<170> Patentin version 3*1 

<210> 1 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 

<223> amorce 
<400> 1 

atggtgaagg ccgtcgccgt c 
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<210> 2 

<2ia> 21 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 

<223> amorce 
<400> 2 

ttaaccctgg aggccaataa t 
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